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研究成果の概要（和文）：ヒト肺癌および胃癌組織を用いて、組織型の違いによる細胞死（アポトーシス、オー
トファジー、ネクロプトーシス）の誘導に関して免疫組織化学的解析を行った。
 肺癌では、組織型（腺癌・扁平上皮癌・小細胞癌）の違いにより細胞死誘導に差が生じている可能性が示唆さ
れた。胃癌ではアポトーシスによる細胞死が主に誘導されており、分化型胃癌ではアポトーシスとオートファジ
ーが協調的に制御されている可能性が認められた。
研究成果の概要（英文）：We performed immunohistochemical staining mainly with antibodies against 
cleaved caspase-3 (CC3), mixed lineage kinase domain-like (MLKL), and microtubule-associated protein
 light chain 3B (LC3B), which are specific markers of apoptosis, necroptosis, and autophagy, 
respectively. Our results suggested that there were differences in the induction of apoptosis, 
autophagy and necroptosis due to the difference in tissue type (adenocarcinoma, squamous cell 
carcinoma, small cell carcinoma) in lung cancer. In differentiated type gastric cancer, CC3 
expression was correlated with LC3B expression (r = 0.496, P < 0.05). Apoptosis and autophagy could 
be cooperatively controlled in differentiated gastric cancer. Further studies on different cases 
will be necessary to clarify the cell death pathway and the interactions between cell death factors.
研究分野：免疫組織化学
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１．研究開始当初の背景 
細胞周期は、細胞周期エンジンとチェック
ポイントにより制御されている。細胞周期エ
ンジンは、アクセルとして働く cyclin／
cyclin-dependent kinase（CDK）複合体、ブ
レーキとしてはたらく CDK inhibitor（CKI）
で構成され、DNA損傷・複製チェックポイ
ント、紡錘体形成チェックポイントが細胞周
期制御機構として働いている。細胞が障害さ
れると細胞周期は停止し、細胞修復へ（その
障害が高度な場合は、細胞死へ）と誘導され
る。すなわち、生体は細胞周期の正確な制御
により恒常性が保たれており、細胞周期の異
常は生体を病的な状態へと導く。 
 細胞癌化の一因として、細胞周期や細胞死
の異常による細胞増殖の制御不能が考えら
れている。細胞周期・細胞死研究として、胃
癌、大腸癌や悪性リンパ腫等における細胞周
期関連蛋白発現と腫瘍の悪性度や予後との
関連を比較検討した報告がなされている。ま
た、抗癌剤や放射線といった癌治療は細胞死
を誘導するが、治療の種類によって誘導され
る細胞死の経路が異なることが報告されて
いる。 
 我々の研究室では、胃癌および大腸癌を対
象として、アポトーシス実行酵素である活性
型 caspase-3、-8および-9、caspase阻害蛋
白 survivin、オートファジー関連蛋白 LC3
の発現に関する免疫組織化学的解析結果を
報告している。すなわち、活性型 caspase-9
の発現は胃癌で有意に高い反面、大腸癌では
LC3と survivinの発現が亢進していた。大
腸癌では、オートファジーが caspase 依存
性アポトーシスを代償するために機能して
いる可能性や survivinによるアポトーシス
抑制がより強く働いている点が推測された。 
一方、殺細胞性抗癌剤には、細胞周期の S期
に作用する代謝拮抗剤（5-FU、ゲムシタビン
など）やトポイソメラーゼ阻害剤（イリノテ
カン、エトポシドなど）、M期に作用する微
小管重合阻害剤（パクリタキセル、ビンクリ
スチンなど）等があり、癌化学療法と細胞周
期は密接な関係を有している。また、抗癌剤
とオートファジー調節剤の併用療法が検討
されている。さらに、放射線は G2/M期の細
胞に作用することがよく知られている。 
以上を総合すると、本研究から得られる結果
が、細胞周期・細胞死のパターンに基づく癌
治療の個別化や予後予測に向けた臨床研究
に対して有用な基礎データを提供すると期
待される。 
 
２．研究の目的 
細胞周期や細胞死に関する研究は、細胞増
殖や癌化だけではなく、癌治療の分野にまで
展開している。しかしながら、これまでの細
胞周期・細胞死研究は個々の臓器を対象とし
たものばかりであり、正常および腫瘍組織に
おける細胞周期・細胞死のパターンに関して、
全身の諸臓器を網羅的に同時解析した研究
は見当たらない。 
申請時における当初の研究目的は、全身諸
臓器の正常および腫瘍組織における細胞周
期・細胞死関連蛋白の発現を網羅的に解析し、
各組織における発現パターンの違いを明ら
かにすることにより、細胞周期・細胞死のパ
ターンに基づく癌治療の個別化や予後予測
に向けた基礎データを得ることであった。 
本研究では、肺癌および胃癌を対象とし、
組織型の差異による細胞増殖および細胞死
経路の活性化に関して解析を行った。 
肺癌は組織型や遺伝子変異の有無が治療
方針に大きく関わり、近年分子標的治療を含
めた個別化治療が発展している。肺癌の診断
においては、小細胞癌と非小細胞癌、扁平上
皮癌と非扁平上皮癌の鑑別等が重要となっ
ている。肺癌における細胞周期および細胞死
関連タンパクの発現を明らかにし、組織型
（腺癌、扁平上皮癌、小細胞癌）による差異
を解析することを目的とした。 
また、胃癌は我国において死亡率の高い癌
であり、進行・再発胃癌の効果的な治療法の
開発が求められている。本研究では、胃癌に
おける細胞死関連タンパクの発現および各
蛋白の相関を明らかにし、組織型（ 分化型、
未分化型 ）による細胞死（アポトーシス、
ネクロプトーシス、オートファジー）活性の
差異の解析を目的とした。各マーカーの発現
率と臨床病理学的因子との相関性も検討し
た。 
  
３．研究の方法 
（１）肺癌における細胞周期および細胞死関
連蛋白の発現に関する検討 
① 肺癌50例（腺癌20例、扁平上皮癌19例、
小細胞癌11例； 男性31例、女性19例、平
均年齢70.9才）のホルマリン固定パラフィ
ン切片を対象とした。 
② 各一次抗体（表１）の至適染色条件を選
定し、免疫組織化学染色を行った。 
 
表１．使用抗体 
cyclin D G1期通過 
p16、p21、p53 G1期停止 
cyclin E S期開始 
cyclin A S期通過 
cyclin B M期 
Ki67 全細胞周期 
活性型caspase-8 
（CC8） 
レセプター経路アポト
ーシス 
活性型caspase-9
（CC9）、p53 
ミトコンドリア経路ア
ポトーシス 
活性型caspase-3 
（CC3） 
アポトーシス（共通） 
LC3B オートファジー 
MLKL ネクロプトーシス 
 
③ 腫瘍組織における陽性細胞を計測し、陽
性率で表した。 
④ 得られたデータを統計学的に解析した。 
（２）胃癌における種々の細胞死関連蛋白の
発現に関する検討 
① 胃癌40例（ 分化型20例、未分化型20
例； 男性29例、女性11例、平均年齢74.4
才 ）のホルマリン固定パラフィン切片を対
象とした。 
② CC3、MLKL、LC3B抗体による免疫組織化学
染色を行った。 
③ 腫瘍組織における陽性細胞を計測し、陽
性率で表した。 
④ 得られたデータを統計学的に解析した。 
 
４．研究成果 
（1）肺癌における細胞周期および細胞死関
連タンパクの発現 
 
① 使用抗体の至適染色条件 
表２. 各抗体の染色条件 
抗体名 製造元 希釈倍率 賦活液 
Ki-67 DAKO 1:100 CB, pH6.0 
p53 DAKO 1:400  CB, pH7.0 
p21 DAKO 1:50 CB, pH7.0 
CC3 CST 1:200 EDTA, pH8.0 
cyclin A Abcam 1:2000 CB, pH7.0 
cyclin B Abcam 1:200 CB, pH6.0 
cyclin D Abcam 1:100 T-E, pH9.0 
PLK1 Leica 1:100 CB, pH7.0 
MLKL Abcam 1:250 EDTA, pH8.0 
LC3B CST 1:10000 CB, pH6.0 
CST, cell signaling technology； 
CB, クエン酸緩衝液； T-E, トリスEDTA緩衝液 
 
② 各マーカーの陽性率 
Ki-67、cyclin A、cyclin B、cyclin D、
CC3、PLK-1の陽性率は、腺癌（15.9%、4.3%、
10.0%、50.5%、0.6%、5.5%）、扁平上皮癌（44.5%、
23.2%、22.7%、41.1%、5.6%、25.5%）、小細
胞癌（46.4%、25.9%、28.6%、0.1%、6.4%、
19.1%）で、組織型間で陽性率に有意差が認
められた。すなわち、Ki-67、cyclin A、cyclin 
B、CC3、PLK-1の陽性率は腺癌において、
cyclin Dの陽性率は小細胞癌において有意に
低値であった。肺癌では組織型ごとに細胞周
期の状態が異なるため、細胞増殖および細胞
死への誘導に差が生じている可能性が示唆
された。 
③ 細胞死マーカーの陽性率の比較 
LC3Bの陽性率は、腺癌2.3%、扁平上皮癌
21.6%、小細胞癌44.5%で、組織型間で有意差
が認められたP < 0.001）。すなわち、LC3B
の陽性率は腺癌において低く、小細胞癌で高
値を示した。MLKL陽性細胞はきわめて少なく、
腺癌および小細胞癌ではほとんど見られな
かった。しかし、扁平上皮癌では、19症例中
12例において陽性細胞の小集塊が認められ
た。 
肺癌を対象に、アポトーシス、オートファ
ジー、ネクロプトーシス細胞死の誘導に関し
て免疫組織化学的に解析したところ、組織型
（腺癌・扁平上皮癌・小細胞癌）の違いによ
り細胞死誘導に差が生じている可能性が示
唆された。 
図１.肺癌の各組織型における代表的染色像 
 
（2）胃癌における細胞死関連蛋白の発現 
MLKLおよびLC3B陽性細胞は少数であった。
CC3陽性細胞は、全腫瘍細胞中0～20%に認め
られた。各マーカーの相関を分化度別に調べ
たところ、分化型においてCC3とLC3Bに正
の相関がみられた（r = 0.496、P = 0.03）。
それ以外に相関は見出されなかった。  
 
表３.各マーカーの相関関係 
各マーカーの発現と、臨床病理学的因子
（ 年齢、性別、壁深達度、リンパ節転移、
リンパ管侵襲、静脈侵襲、pStage ） との間
には、有意な関連性は認められなかった。 
胃癌を対象に、アポトーシス、ネクロプト
ーシス、オートファジーの誘導に関して免疫
組織化学的に解析したところ、分化度の違い
により細胞死誘導に差が生じている可能性
が示唆された。すなわち、胃癌ではアポトー
シスによる細胞死が主に誘導されており、分
化型胃癌ではアポトーシスとオートファジ
ーが協調的に制御されている可能性が認め
られた。 
CC3/LC3B LC3B/MLKLCC3/MLKL
well differentiated
type
undifferentiated
type
0.496 0.057               0.036
P=0.031 P=0.805          P=0.876
0.201              0.060               0.124
P=0.380          P=0.794          P=0.589
 
 
図2.胃癌の各組織型における代表的染色像 
 
アポトーシスおよびオートファジー経路に
は共通因子（p53、Beclin 1、等）が存在し、
複雑なクロストークが徐々に明らかになっ
ている。両細胞死の間には、協調的または拮
抗的という相反する関係が報告されている。
分化型胃癌において、CC3とLC3Bの発現に相
関が認められたことは、アポトーシスとオー
トファジーが同調して活性化されていると
考えられるが、これによりアポトーシスとオ
ートファジー細胞死がともに誘導されてい
るかどうかは不明である（図２に、考えられ
ているアポトーシスとオートファジーの相
互作用を示す）。しかし、今回の結果から胃 
 
図3. アポトーシスとオートファジーにおけ 
    る相互作用 
癌では分化度の違いによりアポトーシスと
オートファジーの相互作用に差異がある可
能性が示唆された。 
細胞死を効率よく起こすことは、癌治療の
戦略上重要であり、腫瘍の組織型・分化度に
よる細胞死経路の解明は、発癌の解明および
放射線・抗癌剤治療の選択において有用な指
針となると考えられる。今後さらに細胞死関
連蛋白の発現を解析し、相互作用を明らかに
していく必要がある。 
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